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@ Verfahren zur Herstellung von Etherdicarbonsauren 

@ Ein Verfahren zur Umwandlung von substituierten Alkanen 
in Oicarbonsauren mit zumindest vorwiegend gleicher An- 
zaht an C-Atomen in Gegenwart von Hefemutanten, deren 
p^Oxidationsweg unterbroohen tst. sollte so abgewandalt 
warden, daQ Etherdicarbonsauren entstehen. Dies gelang 
dadufch. daS nDan Dialkylether mit mehr els einem C-Atom 
in jedenrt Alkylrest und insgesamt mindestens 10 C-Atomen 
einsetzt und dadurch in Etherdicarbonsauren umwandelt. 



CO 
CO 

i 

UJ 

Q 



BUNDESDRUCKEREl 10,91 108 051/225 



4/70 



1 



HbE 40 19 166 Al 



Beschreibung 
Die Erfindung betriffl ein Verfahren zur Herstellung 

Mm hai daher versucht aus |m zugjnglichen Roll- 



Gegenwart von Hefemutanten deren p-Oxidatjonsweg 
unterbrochen ist. dadurch gckennzeichnet. daB man 
Dialkvlether mit mehr als einem C-Atom in jedem A^- 
und insgesamt mindestens 10 C-Atomen m Et- 
herdicarbonsSuren umwandelL Kx„„»n pi 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren Wnnen ei- 
ne Vielzahl von langkettigen Dialkylethem cingesem 



Bi t dies aucn lur laiiBn^'^'^e"- - — l„„ r-,i, werdea Voraussetzung isi, aaujcuc j-ti.^j.6--Ki 

^ Man hat daher versucht. aus gut zugdngUchen Roh- ,7;^,^ ^ise auch mehr als 4 C-Atome ent- 

stoYfenmitHilfederStoffwechselleistungenvere^^^^^^^^ ?^tG«ign3d sowohlsymmetische als auch unsym- 



rS^ganirmenDrcarbon^^^^^ 
Jeigen. So wird in der deutschen Patentschrift 2^ 40 1 33 
ro^Kschlagen. auf Alkane primare Alkanole^^^ 

bonsauren eine Hefe der Gattung ^^^'^^^^^^^^^ 
unter Fermentationsbedingungen ^n^'^Ken ™ 'ff^"; 
Bei Einsatz von zum Beispiel einem speziellen Stamm 
voi CaSSa lipolytica ents.ehen dabei Dicarbonsauren 
deren C-Kette gegenQber dem Ausgangsmatenal mcht 
Oder nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten 
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haltGeeignet sind sowohl symmetische als auch unsym- 
ilfetnSe'verzweigte wie Hneare Ether. Bevogug^u^ 
lineare symmetrische Dialkyiether mit 5 b«s 22 C-Ato 
men in jeder Alkylgruppe Derart.ge Ether kbnnen be^ 
spielsweise durch Saure-katalysierte Verethe^ng von 
Fetulkoholen oder durch Umsetzung von Fettt^kohb- 
len mit Fettalkoholsulfaten bzw. den analogen Alkylha- 
logenidenhergestelltwerden. 
Unter Dialkylethem im erfindungsgemafien S nne 
. II o.irh Verbindun£en der allge- 



Zur Durchfflhrung oes criinuuii8»Bv."-— •• v - 
rens kann der Fachmann auf Hefemutanten. be. denen 
ier P Oxidationsweg durch klassische Mutagen«e ^^^^^^ 
aenctische Manipulation unterbrochen ist. zurfickgrei- 
fea So ^Sd prinzipiell eine Vielzahl von Mutanten von 
teaao sina prill* H r»m5r.»n rand da. Pichia 



X nS,r»^'n& abiebau, is. ""^ »* »»X «. -.T/grXeS ^ich vSuVn d» allgc 

Vpranderuneen wie Einfuhrenneuerlunktioneiier 20 ^ . ^"^ ' , ^ 

SjpenTjStAhnliche verfahren. bei denen s|^^ K?(S^O)m-R^ 

Selle andere Mikroorganismen emgesetzt werden. smd ^ ^ ^Jj i„ dieser Formel die Reste R> und£ 

beschrieben in den "S-Patenten 39 75 234 und * 5 bis 22 C-Atomen bedeuterun = ^^^^^ 

43 39 536: in der britischen Patentschnft 14 05 026 sow.e Alkyi|rupp und m = 0 bis 100 bedeutet 

in den deutschen Offenlegungsschnften 21 64 626, 25 eme^am von^_^ ^^^^^^^^^ 

28 53 847, 29 37 292 und 29 51 177. h^ie deren End-OH-Gruppe mit einer weiteren besUm- 

j;:^^:^^^:^^^ ^^^^ ~- """^^ 

K C-Atomen lingesetzt wird. Die "ngesSttigten Di- 
carbonsauren entsprechen in Anzahl und Lage der Dop- 

pelbindung den Ausgangsmatenahen. pnnzipieii einc ».^.*«.. — •.• 

^ in der deutschen Offenlegungsschnft DE 35 40 834 '^^^jP^etzbar. die den Familien Candida. Pichia 

wird ein Verfahren zur Umwandlung von Alkanen und/ 35 St^'^^'^'^h'^i^^^^ 

Oder Monocarbonsauren in Dicarbonsauren ang^^^^^^^^^^ °^ iSnrem Vorfeil k6nnen Mutanten von StSm- 

bei dem mit einer Blockmutante von Candida hpolyaca J^" lipolytica oder Candida tropicalis einge- 

geLrbeitet wird. wobei Dicarbonsauren entstehen. die ^ " beispielsweise der in der DE 

lusatzliche Doppelbindungen aufweisen. "izi s^amm DSM 3581 oder der in der 

Ein Verfahren. bei dem keine zusaul.chen Doppe f 40 35 40 834 ^^^^^ psM 4277 bzw. Muun- 

aungenein^e^^^^^^^^^^^^ SlXiaUdieserStammemitErfolgbevorzugt 

KaS^^ C^^^^^^ tropicaUs bet^fft der eing— ^^^^^^^^ erfindungsgemaBen Ver- 

FahigkeitaufweisUinsbesondereMethylmynstatrnTe- ^js ^"J, "^^^.e Fefmentationsmedium entspncht 
tradecandisaure umzuwandeln. off.nle^unes- dVn fur die Anzucht von Candida-Arten bekannten u^^ 

- beXiebenen Mediea Geeignete Fermentat.onsme- 

dfen enthalten die Qblichen Spurenelemente. eine Suck- 
Xudle und eine zusilzUche, dem zu transfoi^.yen- 
50 den Substrat nicht identische Kohlenstof^uelle. Unter 
Sourenelementen sind hier beispielsweise Salze der 
. SJen Ammonium, Kalium. Natrium, Magnesium, 
Calcium mA Mangan mit den Anionen wie fhosphat. 
SKhlSd zu v'erstehen Als SUcksto/fq^eUe kSnn^^^ 
. - _i ^/..k:r■/4llnapn wie zum Beispici 



adecanoisaure um*uw«iiuti"- rt«.„i„„,.„oc 
SchlieBlich beschreibt die deutsche Offenlegungs- 
schrif DE 37 38 812 einen Stamm Candida tropicalis. 
der d e Fahigkeit besitzt, kettenlangenspezifisch Me- 
fhyllalirat in di entsprechende Dicarbonsaure umzuset- 

"Le Literaturiibersicht flber das Gesamtgebiet findet 
sich ^ei H J Rehm und G. Reed (Herausgeber). Biotech- 
ndoS! Vol. 6a. Kapitel 9, Seiten 329 ff, Verlag Chemie 
Weinheim 1984). 



logy, vol. oa, r.«i/.iv. Suint, Chloria zu veriicncu. - p . • 1 



beJrt:K7r;= 

mnn vSr„^t, daB das Vorhandensein Jer Eth^rg^^^^^^ 
pe zu nicht gewflnschten Reaktionen unter Kettcnab 

' B"Jr;ahe"rtufgabe der Erfindung ein Verfahren 

beSitzUllen. daB es erlaubt. aus 'anf ^^^^^^^ 

Etherdicarbonsauren f'^'i.SfcrchemU 
langkettige Etherdicarbonsauren auf klassisch ctiemi 

UmSU v.. Alkanen in Di=a-t»ns»u,=n m< ^ 
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f?H%S?aucrPepton^er Hefeextrakt eingesetzt 

Die Fermentationsiasung enthalt weiterhin als Koh- 
icns offque^le ein Cosubtrat Als Cosubtrat kann be - 
spi lswe'ise Natriumacetat eingesetzt we^^^^^^^^^ 
hin kt es mSelich. daB a s Cosubtrat ubliche Zucker wie 
aucose ?ruc ose. Maltose. Trehalose und dergleichen 
Sesetzt werden. Ein besonders bevorzugtes Cosub- 

" NaS^Sr" weiteren Ausfuhrungsform des erf.n- 
duSemaBen Verfahrens ist es bevorzugt den zur 
UmwanXng vorgesehencn Ausgangsvcrbindungen 
Seren Verteilung im Fermentationsmedium 
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• Emulgatorcn zuzufQgen. So warden gunstige Ergebnis- 

se erzielt, wenn insgesamt 0,1 bis 3 Gcw.-%, bezogen auf 
Fermcntationsmcdium. an Emulgaloren vorhanden 
sind. Geeignei sind hier physiologisch vertrSgliche 
Emulgatoren und insbesonders physiologisch vertragli- 5 
che nichtionische Emulgatoren. So konnen beispielswei- 
se Zuckerester oder auch Sorbilanestcr, ethoxylierte 
Zuckeresier. ethoxylierte Sorbitanester oder auch Al- 
kylglycoside eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Etherdicarbon- 10 
sauren kdnnen als Ausgangsstoffe fur die Herstellung 
von Polyestern. Polyamiden oder auf dem Schmiermit- 
telsektor Verwendung Finden. 

Beispiel is 

Medium A: Teast-Nitrogen-Base" Medium (Fa. Dif- 
co) pH 6.8, supplementiert mit 13% Glucose. 43% Gly- 
cerin, 03% Na-Acetat, 03% Pepion und 0.6% Hefeex- 
trakt sowie 0-5% Transformationsedukt 20 

Medium B: 0.2M Phosphatpuffer, pH 7.8 mit "Yeast 
nitrogen base w/o aminoacids*'(Difco), 03% ethoxylier- 
ter Sorbitanester, M YRJ52* und 3% Substrat 

Candida tropicalis: DSM 4131 wurde in 100 ml YM- 
Nahrbouillion (Fa. Difko,500 ml Erlenmeyerkolben mit 25 
Schikanen) angeimpft und fur 36 h bei 140 UpM ge* 
schiittelt Aus dieser Vorkultur wurde ein Aliquot 
(10 ml) zur Beimpfung von 500 ml Medium A im 21 
Erlenmeyerkolben verwendet Diese Kultur wurde 48 h 
bei 30*C geschiitielt (140 UpM) und anschlieBend in 30 
100 ml Aliquots steril abzentrifugiert Die Zellen wur- 
den in 100 ml Medium B (500 ml Erlenmeyerkolben) re- 
suspendiert, wobei Di-n-octylether als Substrat diente, 
Nach jewelJs 24 h wurde der pH des Ansatzes flbcrpruft. 
bei Bedarf nachgestellt und der Fortgang der Transfer- 35 
mation durch TLC mit anschlieBender Anfarbung auf 
Carboxylgruppen uberpruft Das Auftreten positiver 
Banden nach Anfarbung mit EisenchJorid zeigte die Bil- 
dung von Carbonsauren an. Nach 60, 80 und 168 h wur- 
den Essigesterextrakte von Aliquots des Ansatzes mit 40 
mittels HPLC auf ihre Zusammensetzung hin unter- 
sucht Neugebildete Vcrbindungen wurden nach der 
Auftrennung und Derivatisierung mittels GCMS cha- 
rakterisiert So konnte nachgewiesen werden, daB sich 
nach 168 h l.Og/l Etherdicarbonsauregebildethattea 45 

Patenianspruche 

1. Verfahren zur Umwandlung von substituierten 
Alkanen in Dicarbonsauren mil zumindest vorwie- 50 
gend gleicher Anzahl an C-Atomen in Gegenwart 
von Hefemutanten, deren p-Oxidationsweg unter- 
brochen ist, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
Dialkylether mit mehr als einem C-Atom in jedem 
Alkylrest und insgesamt mindestens 10 C-Atomen 55 
in EtherdicarbonsSuren umwandelt. 
Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man symmetrische Dialkylether mit 5 
bis 22 C-Atomen in jedem Alkylrest einsetzt 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 2, 60 
dadurch gekennzeichnet, daB man in Gegenwart 
einer Mutanle eines Stammes aus der Familie Can- 
dida pichia Oder Saccharomyces arbeitet, bei wel- 
cher der g-Oxidationswcg durch klassische Muta- 
genese oder durch gentechnische Manipulation un- 65 
terbrochen ist 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche I bis 3, 
dadurch gekennzeichnct, daB man in Gegenwart 
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einer Mutante von Candida lipolytica oder Candida 
tropicalis arbeitet 
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(57) ABSTRACT: 

A process for transforming substituted alkanes into dicarboxylic acids with at least 
predominantly the same number of C atoms in the presence of yeast mutamts whose P-oxidation 
pathway is interrupted is said to have been modified in such a way that ether dicarboxylic acids 
are formed. This was possible due to the fact that dialkyl ethers with more than one C atom in 
each alky] radical and a total of at least IOC atoms are used and thereby transformed into ether 
dicarhoxylic acids: 



Diescription 

The invention concerns a process for the production of ether dicaxboxylic acids. 

picarboxyKc acids with more than 10 G atoms are difficult to synthesize by methods of 
: preparative: organic cliermstiy pn^^^^^^ scale. In particular this is also true for long- 

chaihed ether dicaibbxyiic acids. 

Therefore it has been attempted to produce dicarboxylic acids by preparative techniques 
from readily available raw materials with the aid of metabolic fiinctions of various 
microorganisms* Thus in German patent 21 40 133 it is proposed that a yeast of the genus 
Candida or Pichia be allowed to act under conditions of fermentation on alkanes, primary 
a]kanol$ :Gr carboxyJic acids. For example, in the case when a special strain of Candida 
lipolyticd is used dicarboxylic acids are formed whose C chain is not or not significantly 
degraded relative to the initial material aiid also otherwise displays no changes such as 
■ introduction of new functional groups. Sitnilar processes in which other special microorganisms 
are used are described in US patents 39 75 234 and 43 39 536; in British patent 14 05 026 and in 
the German preliminary published applications 21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 and 29 51 177. 

The US patent 44 74 882 has unsaturated dicarboxylic acids as its subject. The latter are 
obtained by using a strain of the species Candida tropicalis for transforming unsaturated 
rnonocarboxylic acids with 14 to 22 C atoms. The xmsaturated dicarboxylic acids conform in 
nujnbei and position of the double bond to the initial materials. 

the German preliminary published application DE 35 40 834 a process is reported for 
transforming alkanes and/or rnonocarboxylic acids into dicarboxylic acids in which one works 
with a block mutant oi Candida /zpo/ynco, obtaining dicarboxylic acids which display additional 
double bonds. 

A process in which no additional double bonds are introduced is described in the German 
preliminary published application DE 37 21 1 19 which concerns a strain of the microorganism 



Candida tropicalis which has the ability to transform, in particular, methyl myristate into 
tetradecanedioic acid. 

Finally Geiman preliminary.published application DE 37 38 812 describes a strain of 
Candida trppicali^^ ability, to tiansfonncham-lengbi-specifi laureate 

ihto the corrbspondjtog d^^^ 
; ; C A reyi field is found in HJ. Rehm and G, Reed 

: (pubUshers)^ Bioteclm^^ 9, pages 329 ff, Verlag Chemie. Weinheim 

From the preexisting literature cited above, however, it is not kaown that besides alkanes 
and their derivatives also long chained ethers can be used and be transformed into etiier 
dicarboxylic acids. Here the man of the art would conjecture that the presence of the ether group 
could lead to undesired reactions with chain degradation. 

It is therefore the purpose of the present invention to devise a process wliich permits the 
synthesis of ether dicarboxylic acids from long-chained ethers since, in particularj long-chained 
ether dicarboxylic acids are difficult to synthesize by classical chemical methods. 

The subject of the invention is therefore a proces 
dicarboxylic acids with at least predominantly. the same number of C atoms in the presence of 
yeast mutants whose P-oxidation pathway is interrupted, characterized by the fact that dialkyl 
ethers with more than 1 C atom in each alkyl radical and at least IOC atoms are transformed into 
ether dicarboxylic acids. 

According to the process of the invention a large number of long chained dialkyl ethers 
may be used. The precondition is that each alkyl group must have more than 1 and preferably 
also more than 4 C atoms. Both symmetrical and asymmetrical branched and linear ethers are 
suitable. Linear symmetrical dialkyl ethers with 5 to 22 C atoms in each alkyl group are 
preferred. Such ethers, for example, can be synthesi^ed by acid-catalyzed ctherification of fatty 
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alcohols or by reaction of fatty alcohols with fatty alcohol sulfates or the analogous alkyl halides. 

The tefp 'dialkyl efliers' in the sense of the invention refers quite generally of compounds 
of the genera! foriii^ 

in this fomiula the radicals arid d^jnote alkyl groups with 5 to 22 C atoms, n stands for a 
number from 2 to 6 and m equals 0 to 100. Thus, for example, ethoxylates of primary alcohols 
whose ehd-OH group is etherified with anoth^ specific alkyl group may be used. 

To carry ont the process of the invehfioh the man of the art may resort to yeast mutants in 
which the-P-pxidation pathway has been interrupted by classical mutagenesis or genetic 
manipulation/ TTius basically a large number of mutants of strains maybe used which belong to 
the families [sic, for gmera] C^«£?/da, Pichia or Saccharomyces, 

Mutants of the strains of Candida lipolytica or Candida tropicalis niay be used with 
particular advantage, thus for example the strain DSM 3581 mentioned inDE 35 40 834 or the 
strain DSM 4277 mentioned in DE 37 38 812 or mutants or variants of these strains can be 
successfully, and are preferably, used. 

The fermentation medium used to cany out the process according to the invention 
corresponds to the media described for cultivation of Candida varieties, Sxiitable fermentation 
media coiitain the usual trace elements, a nitrogen source and an additional carbon source not 
identical to the substrate to be transformed. The term 'trace elements' here refers for example to 
the salts of the cations/ ammonium, potassium, sodium, magnesium, calcium and manganese 
with anions such as phosphate, sulfate, and chloride. As the nitrogen source, besides inorganic 
compounds, such as (NH4)2S04 peptone or yeast extract may also be used. 

The fennentation solution also contains a co-substrate as the carbon source. As a co- 
substrate for example, one may use sodium acetate. It is also possible to use ordinary sugars as a 

co-substrate such as glucose, fructose, maltose, trehalose and the like. Glycerin is an especially 



preferred co-substrate,; 

According to anothCT embocUm of the invention it is preferred to add 

emulsifiers; to the initial compounds intisinded for transformation for better distribution in the 
fermentation mediuin Tlius^ favorable results are achieved if a total of 0.1-3 wt.%, relative to 
the fenrieritatipn med^ Suitable here are physiologically 

cprripktible e^ emulsifiers. Thus, for 

ex^ple, sugar esters or also sorbiian esters^ ethoxylated sugar esters, ethoxylated sorbitau esters 
or also alkyl glycosides may be used. 

The ether dicarboxylic acids produced according to the invention may be used as initial 
materials for the production of polyesters, polyamides or in the lubricant sector. 

Example 

Medium A: "yeast nitrogen base" Mediimi (by Difco) pH 6.8, supplemented with 1.3% 
glucose?, 4.5% glycerin, 0.3% Na acetate, 0.3% peptone and 0.6% yeast extract and 0.5% 
transformation educt. 

Medium B: 0.2 M phosphate buffer, pH 7.8 with "yeast nitrogen base w/o amino acids" 
(Difco), 0:3 % efeoxyiated sorbitan ester, MYIU52® and 3% substrate. • 

Candida tropicalis DSM 4131 was inoculated in 100 ml of YM nutrient bouillon (Difco, 
.500 ml Erlenmeyer flasks with baffles) and shaken for 36 h at 140 ipm. From this pre-culture an 
aliquot (1.0 ml) was used for inoculating 500 ml of medium A in the 2 liter Erlenmeyer flask. 
This culture was shaken for 48 h at 30EC (140 rpm) and then centrifuged off sterile in 100 ml 
aliquots. The cells were suspended in 1 00 ml of medium B (500 ml Erlenmeyer flask), di-n-octyl 
ether serving as the substrate. After 24 b in each case the pH of the batch was checked, adjusted 
if necessary, and the progress of the transformation was monitored by TLC with subsequent 
staining for carboxyl groups. The appearance of positive bands of staining with iron chloride 
indicated the forrnatibn of carboxylic acids. After 60, 80 and 168 h acetic ester extracts from 



aiiqiicts of the batch were stu(iied by HjPLC for composition. Newly foimed compounds were 
characterized by GCIVIS after sepaj^ deiivatizatioiL hi this way it could be shown that 
after IfiS^^^h^^^^^^ had fonned. 




1 , Process for transfornimg substi^^ alkanes into dicarboxyUc acids with at least 
predomiiiailtly the same niixnber of C atcnos in the presence of yeast mutants whose P-oxidation 
pathway is inteniipted, characterized by the fact dialkyl ethers with more than 1 C atom in each 
alkyl radical md a total of at least 10 G ato^ are transfomied into ether dicarboxylic acids. 

Process as 1 cha^cterized by the fact that symmetrical dialkyl ethers with 5 to 

3. JPrdcess as in one of claims 1 and 2 characterized by the fact that one works in the 
presence of a mutant of a strain of die genera Candida, Pichia or Saccharomyces in which the P- 
bxidation pathway is interrupted by classical mutagenesis or by genetic engineering 
manipulation. 

4, Process as in one of claims 1-3 characterized by the fact that one works in the presence 
of a mutant of Candida Hpolytica or Candida tropicalis. 



